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Herstellung eines von Wiliebrand Faktor-Praparates 
unter Verwendung von Hydroxylapatit 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines von Wiliebrand Faktor-Praparates, 
wobei Hydroxylapatit als Chromatographie-Medium verwendet wird. 




Der von Wiliebrand Faktor ist ein Glykoprotein, das in Endothelzellen und Megakaryozyten 
synthetisiert wird. Das Molekulargewicht des Mononners betragt ca. 225 000 Da. Durch 
Ausbildung von Disulfidbrucken werden in der Zelle Dimere ausgebildet, die wiederum zu 
Oligomeren aus bis zu 40 dinneren Untereinheiten ebenfalls uber Disulfidverknupfungen 
assoziieren. Die Konzentration des in das Plasma abgegebenen von Wiliebrand Faktors 
(VWF) betragt 5 -10 mg/l. 



In der primaren Hamostase hat der VWF die Aufgabe, die Adhasion von Thrombozyten an 
verletztes Subendothel zu vermittein und unter Bedingungen hoher Scherkrafte, wie im 
arteriellen System, die Thrombozytenaggregation zu unterstutzen. Als Funktion in der 
sekundaren Hamostase bindet VWF Faktor VIII, einen wichtigen Cofaktor bei der 
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Blutgerinnung, in einem nicht kovalenten Komplex. Faktor Vill wird dadurch stabilisiert und 
vor vorzeitigem Abbau geschutzt. 





Das von Willebrand Syndrom (VWS) ist eine Bluterkrankheit, die durch quantitative oder 
qualitative Veranderung des VWF hervorgerufen wird. Mit einer Pravalenz von 0,8 - 1,3% 
ist das VWS die haufigste vererbbare Bluterkrankheit. Sie trifft, im Gegensatz zu 
Hamophilie A, Manner und Frauen gleichermaR^en. Das VWS wird in verschiedene Typen 
klassifiziert: Typ 1-Patienten weisen einen niedrigeren VWF-Spiegel im Blut auf. Unter dem 
VWS Typ 2 sind samtliche qualitativen Defekte des VWF im Plasma zusammengefasst. 
Storungen konnen in der primaren und/oder sekundaren Hamostase auftreten. Bei Typ 3- 
Patienten fehit der VWF kompiett. Einige Untertypen des Typ 2 und der Typ 3 werden als 
schwere Form des VWS bezeichnet. Bei der schweren Form des VWS sind Ersatztherapien 
mit VWF-haltigen Praparaten notwendig. 

Haufig werden fur die Behandlung der schweren Form des VWS plasmatische Faktor VIII- 
Praparate eingesetzt, die einen relativ hohen Anteil an VWF enthalten. Blutungen konnen 
damit zwar gestillt werden, gleichzeitig steigt aber, besonders bei haufiger oder langerer 
Anwendung. das Thromboserisiko. Dies ist auf eine Uberdosierung von Faktor VIII 
zuruckzufuhren. Wesentlich gunstiger im Sinne der Patientensicherheit ist die Therapie von 
VWS-Kranken mit hochreinen, Faktor Vlll-armen oder -freien VWF-Konzentraten. 

In der Literatur sind verschiedene Verfahren zur Reinigung und Gewinnung von VWF 
beschrieben worden: 

Die EP-A-0 416 983 offenbart die Gewinnung eines VWF-Faktor Vlll-Komplexes aus 
menschlichem Plasma durch Ausfallung mit einer Kombination aus Bariumchlorid und 
Aluminiumhydroxid und anschliefiender Anionenaustauschchromatographie an DEAE- 
Fraktogel. 



EP 0 469 985 stellt ein Verfahren dar, bei dem VWF aus Kryoprazipitat unter Verwendung 
eines Anionenaustauschers gewonnen wird. Dabei wird Faktor VIII bei einer 
Salzkonzentration von 250 mM gebunden, wahrend VWF im Uberstand verblelbt. Der 
Uberstand wird nach Erniedrigung der Salzkonzentration auf 100 - 150 mM an einen 
zweiten Anionenaustauscher gebunden und mit 300 - 350 mM NaCI eluiert. 





In der EP 0 503 991 wird die Reinigung von VWF aus humanem Kryoprazipitat durch einen 
3-stufigen Prozess beschrieben: 1. Anionenaustauschchromatographie mit DEAE-Fraktogel 
und Elution des VWF durch 0,15 M NaCI. 2. Rechromatographie an DEAE-Fraktogel und 
Elution des VWF durch 0,17 M NaCI. 3. Abtrennung von Fibronektin und Fibrinogen durch 
Gelatine-Sepharose-Affinitatschromatographie. VWF befindet sich dabei im Durchlauf. Als 
Puffer werden Aminosauren und Calciumionen enthaltende Losungen verwendet. 

Die WO 89/12065 beschreibt die Trennung von Plasma-Proteinen aus Plasma- 
Kryoprazipltaten durch Bindung der Proteine an DEAE-Fraktogel und stufenweise Elution 
durch steigende Zugabe von NaCI. Das Verfahren eignet sich insbesondere zur Gewinnung 
von Faktor Vlll-Konzentraten, sowie zur Darstellung von Konzentraten von Fibrinogen, 
Fibronektin und VWF. 

Die WO 96/10584 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von hochreinem rekombinanten 
VWF mittels kombinierter Anionenaustausch-/Heparin-Affinitatschromatographie und die EP 
0 705 846 die Trennung von hoch- und niedermolekularen Fraktionen von rekombinantem 
VWF mittels Heparin-Affinitatschromatographie. 

WO 98/38219 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von VWF, bei dem der VWF bei 
einer niedrigen Salzkonzentration an einen Kationenaustauscher gebunden wird und durch 
fraktionierte Elution VWF mit hoher spezifischer Aktivitat gewonnen wird. 

Die bisher beschriebenen Verfahren sind mit Nachteilen behaftet. Eine Anionenaustausch- 
Chromatographie weist eine unbefriedigende Auflosung auf. Fur die Gewinnung eines 
hochreinen Praparates ist in der Regel eine Kombination mit einer 
Affinitatschromatographie notwendig. Affinitatschromatographien wiederum sind 
kostenintensiv. In der Kombination von Anionenaustausch- und Kationenaustausch- 
Chromatographie wurden fur ein plasmatische VWF-Praparat spezifische Aktivitaten von 
maximal 83 E/mg Protein erzielt. Ebenso wurde bei einem Verfahren, bei dem fur die 
Aufreinigung eines rekombinanten VWF Anionenaustausch-, Immunoaffinitats- und 
Kationenaustauschchromatographie verwendet wurden, eine spezifische Aktivitat von nur 
59,2 E/mg Protein erzielt. 
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Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein einfaches, effektives Herstellverfahren 
zur Verfugung zu stellen, mit dem ein hochreines, im wesentlichen Faktor Vlll-freies VWF- 
Praparat mit einer holien spezifischen Aktivitat kostengunstig hergestellt werden kann. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass ein Cliromatographieschritt mit Hydroxylapatit 
als Chromatographie-IVlatrix vorteillnafte Ergebnisse zeigt. Es wurde festgestellt, dass 
Hydroxylapatit sowohl fur eine Durchlauf-Chromatographie, bei der VWF ungebunden durch 
die Saule lauft und Verunreinigungen gebunden werden, als auch fur eine bindende 
Chromatographie, bei der VWF gebunden wird und die Verunreinigungen ungebunden 
bleiben bzw. in einer anderen Stufe eluiert werden, verwendet werden kann. 

Erfindungsgemali wird daher Hydroxylapatit als Chromatographie-Medium zur Aufreinigung 
des VWF verwendet. Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufreinigung von 
VWF, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens eine Hydroxylapatit-Chromatographie 
durchgefuhrt wird. 

Hydroxylapatit ist eine Form von Calciumphosphat mit der Zusammensetzung Ca5(P04)30H 
bzw. Caio(P04)60H2, die als stationare Phase fur die CInromatographie von Proteinen, 
Nukleinsauren und anderen Makromoiekulen eingesetzt werden kann. Neben der 
kristallinen Form von Hydroxylapatit kann auch eine keramische Form verwendet werden, 
welche durch Sintern erhaltlich ist. Hydroxylapatit kann beispielsweise von der Firma Bio- 
Rad (Munchen, Deutschland) bezogen werden. Deren keramisches Hydroxylapatit wird in 
zwei Formen (Typ 1 und Typ 2) zur Verfugung gestellt. Typ 1 -Material hat aufgrund 
grofierer Oberfiachen eine hohere Bindungskapazitat fur kleinere Molekule, z.B. kleine 
Proteine. Dagegen weist das Typ 2-Material grofSere Poren in den Partikein auf, die ein 
Eindringen und damit eine bessere Bindung von grolien Molekulen, z.B. DNA oder groSen 
Proteinen, ermoglicht. Die IVIaterialien weisen vorzugsweise folgende Eigenschaften auf: 



Tabelle 1 





Dynamische Bindungskapazitat 


Nominale Porendurciimesser 


Typ 1 


>13,7 mg Lysozym/ml CHT* 


600-800 A 


Typ 2 


>6,8 nng Lysozym/m! CHT* 


800-1000 A 



*CHT=Ceramic Hydroxy Apatite 
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Kristallines oder keramisches Hydroxylapatit ist frei verfugbar. Verfahren zu ihrer 
Herstellung sind im Stand der Technik bekannt 

In einer ersten Ausfuhrungsform umfasst das erfindungsgemalie Verfahren. dass (i) eine 
Zusammensetzung, die VWF und ein oder mehrere verunreinigende Proteine enthalt, mit 
einer Hydroxylapatit-Matrix in Kontakt gebraclit wird. so dass wenigstens ein 
verunrelnigendes Protein an die Hydroxylapatit-IVIatrix gebunden wird, walirend VWF im 
wesentlichen nicht an die Hydroxylapatit-IVIatrix gebunden wird, und gegebenenfalls 
anschiiedend (ii) ungebundenes VWF von der Hydroxylapatit-Matrix getrennt wird. Diese 
Ausfuhrungsform wird in der voriiegenden Anmeldung als "Durchlaufchromatographie" 
bezeichnet. 

Das Verfahren kann in Form einer Saulenchromatographie oder im Batch-Verfahren 
durchgefuhrt werden; die Durchfuhrung einer Saulenchromatographie ist bevorzugt. Im Fall 
einer Saulenchromatographie befindet sich VWF im Durchlauf und wenigstens ein 
verunreinigendes Protein, z. B. Fibronektin und/oder Fibrinogen, wird an das Hydroxylapatit 
gebunden. 

Die Hydroxylapatit-Chromatographie wird gema[2> dieser Ausfuhrungsform bei einem pH- 
Wert von 6,5 bis 8,5. vorzugsweise von 6,8 bis 8,5, bevorzugter von 6,8 bis 7,5, am 
bevorzugtesten von 7,0 bis 7,5 durchgefuhrt. Ubiicherweise haben Lauf-, Wasch- und 
Elutionspuffer, sowie die aufzutragende Proteinlosung den gleichen pH-Wert. Es sind aber 
auch Varianten praktikabel. bei denen diese Losungen unterschiedliche pH-Werte 
aufweisen. 

Die VWF enthaltende Zusammensetzung, die mit der Hydroxylapatitmatrix in Kontakt 
gebracht wird, enthalt vorzugsweise Natriumphosphat und/oder Kaliumphosphat. Die 
Gesamtkonzentration an Natriumphosphat und/oder Kaliumphosphat in der Losung ist 
beispielsweise 0 bis 100 mM, vorzugsweise 10 bis 50 mM, am bevorzugtesten 20 bis 40 
mM, d. h. als Laufpuffer kann eine Pufferlosung mit den genannten Konzentrationen 
eingesetzt werden. 

Die VWF-haltige Losung, z.B. eine vorgereinigte Kryoprazipitatlosung. wird bei einer 
niedrigen Salzkonzentration von 0-100 mM Kalium- oder Natriumphosphat, bevorzugt bei 
10-50 mM, bei einem pH von vorzugsweise 6.8 bis 8,5, besonders bevorzugt bei einem 
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pH von 7,0 - 7,5, auf eine Hydroxylapatit-Saule aufgetragen. Das Hydroxylapatit ist in 
dieser Ausfuhrungsform vorzugsweise keramisches Hydroxylapatit, besonders bevorzugt 
vom Typ 1, wie von Bio-Rad (Munchen, Deutschland) vertrieben. Unter diesen 
Bedingungen bindet der GrofSteil der VWF-Molekule nicht an die Matrix und befindet sich im 
Durchlauf, wahrend Verunreinigungsproteine, wie z.B. Fibrinogen oder Fibronektin, zum 
GroR^teil an die Matrix binden. 

Durch die erfindungsgemafi>e Durchtaufchromatographie konnen VWF-Praparationen 
erhalten werden, die nur geringe Mengen an Fibrinogen und Fibronektin enthalten. In der 
Regel ist die Konzentration an Fibrinogen-Antigen in der Durchlauffraktion niedriger als 25 
pg/ml, bevorzugt niedriger als 15 \^g/m\, bevorzugter niedriger als 10 Mg/ml, am 
bevorzugtesten hochstens 5 pg/ml. Die Konzentration an Fibronektin-Antigen in der 
Durchlauffraktion ist ubiicherweise niedriger als 250 pg/ml, bevorzugt niedriger als 150 
pg/ml, bevorzugter niedriger als 100 pg/ml, am bevorzugtesten hochstens 50 |jg/rnl. Die 
Konzentration an Fibrinogen-Antigen und Fibronektin-Antigen kann durch an sich bekannte 
Verfahren bestimmt werden, z. B. wie in den Beispielen der vorliegenden Anmeldung 
beschrieben. 

Wenn die Auftragslosung. die mit der Hydroxylapatit-Matrix in Kontakt gebracht wird, 
Fibrinogen und/oder Fibronektin enthalt (z. B. weil es sich um eine Plasmafraktion handelt), 
kann eine erhebliche Abreicherung der verunreinigenden Proteine Fibrinogen und 
Fibronektin erzielt werden. So ist die Konzentration an Fibrinogen in der Durchlauffraktion 
vorzugsweise niedriger als 10%, bevorzugter niedriger als 5%, noch bevorzugter niedriger 
als 2,5% der Konzentration an Fibrinogen in der Auftragslosung (vor 
Durchlaufchromatographie). Die Konzentration an Fibronektin in der Durchlauffraktion ist 
vorzugsweise niedriger als 10%, bevorzugter niedriger als 5%, noch bevorzugter niedriger 
als 2,5% der Konzentration an Fibronektin in der Auftragslosung (vor 
Durchlaufchromatographie). 

Die Ausbeute der Durchlaufchromatographie (bezogen auf die Massenbilanz) ist in der 
Regel hoher als 50%. bevorzugt hoher als 60%, am bevorzugtesten hoher als 75%. 

Die spezifische Aktivitat (Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat pro mg Gesamtprotein) kann durch 
die Durchlaufchromatographie um wenigstens 100%, vorzugsweise um wenigstens 150%, 
am bevorzugtesten um wenigstens 200% erhoht werden. 
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In einer zweiten Ausfuhrungsform wird VWF an die Hydroxylapatit-Matrix gebunden und 
anschliefiend eluiert. Diese Ausfuhrungsform wird in der vorliegenden Anmeldung als 
"bindende Chromatographie" bezeichnet. Ubiicherweise umfasst die bindende 
Chromatographie, dass 

(a) VWF an die Hydroxy lapatit-iVIatrix gebunden wird, 

(b) Verunreinigungen bei niedrigerer Salzkonzentration herausgewasclien 
werden und 

(c) anschiiefJend die VWF-haltige Wertfraktion bei hoherer Salzkonzentration 
eluiert wird. 

In Schritt (a) wird eine Losung, die VWF und ein oder mehrere verunreinigende Proteine 
enthalt, mit der Hydroxylapatit-Matrix in Kontakt gebracht. Die Gesamtkonzentration an 
Natrium- und/oder Kaliumphosphat in dieser Losung ist ubiicherweise 0 bis 200 mM, 
vorzugsweise 1 bis 100 mM, bevorzugter 1 bis 50 mM, am bevorzugtesten 10 bis 30 mM. 

In dam Waschschritt (b) wird die Hydroxylapatit-Matrix mit einem Puffer niedriger 
Salzkonzentration gewaschen. Die Gesamtkonzentration an Natrium- und/oder 
Kaliumphosphat in diesem Waschpuffer ist in der Regel 100 bis 300 mM, vorzugsweise 150 
bis 250 mM, am bevorzugtesten 180 bis 240 mM. 

In Schritt (c) kann die VWF-haltige Wertfraktion mit einem Puffer hoherer Salzkonzentration 
eluiert werden. Der Elutionspuffer enthalt in der Regei 200 bis 500 mM, vorzugsweise 250 
bis 400 mM Natrium- und/oder Kaliumphosphat. 

Durch Verschiebung der Salzkonzentrationen konnen Ausbeute und Reinheit verandert 
werden. Je hoher die Salzkonzentration im Waschpuffer ist, desto sauberer ist die erhaltene 
Wertfraktion. Die Ausbeute erniedrigt sich dadurch allerdings. Weiterhin beeinflusst der 
gewahlte pH-Wert die optimale Salzkonzentration fur den Waschpuffer. Je niedriger der pH- 
Wert ist, desto starker ist die Bindung von VWF an die Hydroxylapatit-Matrix. Entsprechend 
konnen die gewahlten Salzkonzentrationen bei niedrigen pH-Werten hoher sein, bei 
hoheren pH-Werten hingegen niedriger. 

Die (bindende) Hydroxylapatit-Chromatographie wird bei eiriem pH-Wert von 5 bis 7,5, 
vorzugsweise von 5,5 bis unter 6,8, am bevorzugtesten von 6,0 bis 6,5 durchgefuhrt. 
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Ubiicherweise haben Lauf-, Wasch- und Elutionspuffer, sowie die aufzutragende 
Proteinlosung den gleichen pH-Wert. Es sind aber auch Varianten praktikabel, bei denen 
diese Losungen unterschiedliche pH-Werte aufweisen. 

In dieser Ausfuhrungsform wird die VWF-haltige Losung, z.B. eine vorgereinigte 
Kryoprazipitatiosung, bei einer niedrigen Saizkonzentration, vorzugsweise 0-100 mM 
Kalium- oder Natriumphosphat, besonders bevorzugt bei 10 ~ 30 mlVI, bei einem pH-Wert 
von 5,5 - 6,8, bevorzugt 6,0 - 6,5, auf eine Hydroxylapatit-Saule, z.B. keramisches 
Hydroxylapatit Typ 2 aufgetragen. Der Grodteil der VWF-Molekule wird unter diesen 
Bedingungen gebunden. Durch Waschen mit einer Losungen mit hoherer Salzkonzentration 
mit z.B. Kalium- oder Natriumpliosphat, beispielsweise 230 mlVI Natriumpliosphat pH 6,0, 
konnen Verunreinigungen, z.B. Fibronektin, ausgewaschen werden. Die Wertfraktion wird 
anschlieflend mit hochkonzentrierten Salzlosungen, z.B. Phospliatlosungen, wie z.B. 400 
mM Natriumphosphat pH 6,0, eluiert. 

Durch die erfindungsgemalie bindende Chromatographie konnen VWF-Praparationen 
erhalten werden, die praktisch keine nachweisbaren Mengen an Fibrinogen und Fibronektin 
melir entlialten. Wenn die Auftragslosung, die mit der Hydroxylapatit-lVlatrix in Kontakt 
gebracht wird, eine Piasmafraktion ist und/oder Fibrinogen oder Fibronektin enthalt, kann 
eine praktisch quantitative Entfernung der verunreinigenden Proteine Fibrinogen und 
Fibronektin aus der Losung erzielt werden. So ist die Konzentration an Fibrinogen in der 
Elutionsfraktion vorzugsweise niedriger als 25% der Konzentration an Fibrinogen in der 
Auftragslosung (vor der bindenden Chromatographie). Die Konzentration an Fibronektin in 
der Elutionsfraktion ist vorzugsweise niedriger als 10%, bevorzugter niedriger als 5% der 
Konzentration an Fibronektin in der Auftragslosung (vor der bindenden Chromatographie). 
Die Konzentrationen an Fibrinogen bzw. Fibronektin in der Elutionsfraktion (Wertfraktion) 
sind in der Regel unterhalb der Nachweisgrenze von ca. 1 fjg/ml. 

Durch die erfindungsgemafie bindende Chromatographie konnen VWF-Praparationen mit 
hoher spezifischer Aktivitat erhalten werden. Die spezifische Aktivitat in der Elutionsfraktion 
kann hoher als 50 E/mg Protein sein. bevorzugt ist sie hoher als 75 E/mg Protein, 
bevorzugter hoher als 85 E/mg Protein, am bevorzugtesten wenigstens 100 E/mg Protein. 
Die VWF- Aktivitat wird bestimmt mit dem Ristocetin-Cofaktor-Assay, der die 
Bindungsfahigkeit von VWF an den Plattchenrezeptor Glycoprotein Ib/IX unter dem Einfluss 
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des Antibiotikums Ristocetin ermittelt. Die spezifische WVF-Aktivitat kann bestimmt werden 
wie in den Beispielen beschrieben. 

Fur die Herstellung eines besonders reinen VWF-Praparates konnen die beiden 
beschriebenen Ausfuhrungsfornrien miteinander oder mit anderen Reinigungstechniken 
kombiniert werden. Als besonders geeignet hat sich namlich gezeigt, zunaclnst nach dem 
oben beschriebenen Verfahren eine Durchlaufchromatographie mit Hydroxylapatit zur 
Abreicherung der Hauptverunreinigungen durchzufuhren. Anschliefiend wird die 
Wertfraktion beispielsweise mit 1 M HCI auf pH 6,0 titriert. Die Probe wird, wie fur die 
bindende Chromatographie beschrieben, auf eine Hydroxylapatit-Saule aufgetragen. VWF- 
IVIolekule werden gebunden und selektiv eluiert. 

In einer dritten Ausfuhrungsform wird daher zunachst eine Durchlaufchromatographie mit 
Hydroxylapatit durchgefuhrt, wobei VWF nicht an die Hydroxylapatit-Matrix bindet, und 
anschliedend die Durchlauffraktion unter bindenden Bedingungen rechromatographiert und 
die VWF-Fraktion eluiert. 

Die Schrittausbeuten liegen zwischen 65% und 85%, was im Hinblick auf die hohe 
Reinigungseffektivitat sehr gut ist. Fur die Durchlaufchromatographie ist es sinnvoll, aber 
nicht notwendig, Phosphationen als Puffersubstanz zu verwenden. Fur die Elution von VWF 
bei der bindenden Chromatographie ist Phosphat ein spezifisches Agens. 

Das erfindungsgemafle Verfahren kann weiterhin einen oder mehrere der folgenden 
Schritte umfassen: 

(1) Schockgefrieren bei einer Temperatur von unter -30°C und Auftauen nahe O^'C 
(Kryoprazipitation) 

(2) Ethanolfallung oder Adsorption an Aluminiumhydroxid 

(3) Virusinaktivierung der VWF enthaltenden Zusammensetzung durch 
Solvens/Detergens-Behandlung 

(4) Anionenaustauchchromatographie 

(5) Fallung von Fibronektin durch Einstellung eines pH-Werts von unter pH 5,4 

(6) Affinitatschromatographie 

(7) Diafiltration oder Ultrafiltration 

(8) Umpuffern durch Dialyse oder Gelfiltration 

(9) Sterilfiltration 
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(10) Lyophilisierung 

(11) Virusinaktivierung durch Hitzebehandlung (z.B. ca. 30 min bei ca. 100°C) 

Die Verfahrensschritte (1) bis (5) werden vorzugsweise vor der Hydroxylapatit- 
Chromatographie durchgefuhrt. Es konnen aber auch weniger als die 5 Verfahrensschritte 
durchgefuhrt werden. Die Reihenfolge der Schritte ist nicht zwingend. 

Die Schritte (6) bis (11) konnen durchgefuhrt werden, falls gewunscht. Insbesondere die 
Affinitatschromatographie ist aber nicht notwendig, da bereits durch die 
Hydroxylapatitchromatographie eine hohe Reinheit erreicht werden kann. 

Als Ausgangsmaterial fur die Verfahren der vorliegenden Erfindung kann somit eine 
vorgereinigte Plasmafraktion verwendet werden. Hierbei kann es sich um eine weiter 
aufgereinigte Kryoprazipitat-Losung handeln. Die Kryoprazipitat-Losung kann 
beispielsweise mit Aluminiumhydroxid gefallt werden und/oder chromatographisch weiter 
aufgereinigt werden. So kann die Kryoprazipitat-Losung z. B. mit Aluminiumhydroxid gefallt 
werden und anschlieliend mittels Anionenaustauschchromatographie weiter aufgereinigt 
werden. Es ist ebenfalls bevorzugt, dass die Kryoprazipitat-Losung einer Virusinaktivierung 
untenA^orfen wird. Bevorzugtes Verfahren zur Virusinaktivierung ist eine Solvens/Detergens- 
Behandlung, wie sie im US-Patent Nr. 4,540,573 beschrieben ist. 

Als Ausgangsmaterial kann ebenso eine Proteinlosung enthaitend rekombinanten VWF 
(rVWF) aus Zellkulturuberstanden verwendet werden. Der Ausdruck "rVWF" umfasst auch 
Varianten mit einer gegenuber Wildtyp-VWF veranderten Aminosauresequenz, wobei ein 
ojder mehrere Aminosauren subsituiert, deletiert und/oder hinzugefugt sein konnen. Die 
Varianten weisen in der Regel VWF-Aktivitat auf. Verfahren zur Herstellung geeigneter 
Expressionsvektoren, zur Einschleusung der Vektoren in die Wirtszellen und zur 
Kultivierung der Wirtszellen sind dem Fachmann an sich bekannt (Fischer et al. Structural 
analysis of recombinant von Willebrand factor: identification of hetero and homo-dimers. 
FEBS Lett 1994; 351:345-348. Fischer et al. Structural analysis of recombinant von 
Willebrand factor produced at industrial scale fermentation of transformed CHO cells co- 
expressing recombinant furin. FEBS Lett 1995; 375:259-262). 

Insbesondere bei Verwendung von Plasmafraktionen kann vor der Hydroxylapatit- 
chromatographie eine pH-Fallung zur Abtrennung von Fibronektin durchgefuhrt werden. 
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Die pH-Fallung zur Abtrennung von Fibronektin aus einer Plasmafraktion umfasst 
beispielsweise, dass man 

(i) den pH-Wert der Plasmafraktion auf unter pH 5,4 einstellt, so dass sich ein 
Niedersclilag bildet und 

(ii) den gebildeten Niederschlag abtrennt. 

Der Ausdruck "Plasmafraktion" bezeichnet in diesem Zusammenhang eine 
Zusammensetzung, die aus Plasma erhalten wurde und verschiedene Plasmaproteine 
enthalt. Die Plasmafraktion, die als Ausgangszusammensetzung in Schritt (i) eingesetzt 
wird, ist eine flussige Zusammensetzung. Vorzugsweise ist die flussige Zusammensetzung 
eine Losung Oder eine Suspension, am bevorzugtesten ist die Zusammensetzung eine 
Losung. In einer besonderen Ausfuhrungsform ist die Plasmafraktion gelostes 
Kryoprazipitat. Dieses geloste Kryoprazipitat kann durch verschiedene Verfahren 
vorgereinigt sein. Beispiele sind Aluminiumhydroxid-Behandlung, SolvensVDetergens- 
Behandlung und/oder Anionenaustauschchromatographie. Die Konzentration an 
Natriumchlorid oder Kaliumchlorid in der Plasmafraktion ist vorzugsweise 50 bis 250 mM, 
bevorzugter 100 bis 200 mM, am bevorzugtesten 120 bis 150 mM. Die Plasmafraktion kann 
beispielsweise folgende Puffersubstanzen enthalten: Citrationen, Acetationen, 
Phosphationen und/oder Aminosauren. 

Die Konzentration an Fibronektin in der Plasmafraktion, die Schritt (i) unterworfen wird, ist in 
der Regel mindestens 0,05 g/l, vorzugsweise wenigstens 0,1 g/I, noch bevorzugter 
wenigstens 0,25 g/l, am bevorzugtesten wenigstens 0,5 g/l. Die Konzentration an 
Fibronektin in der Plasmafraktion kann beispielsweise 0,1 bis 5 g/l, vorzugsweise 0,1 bis 2 
g/l sein. 

Zur Abtrennung von Fibronektin aus der Plasmafraktion wird der pH-Wert der 
Plasmafraktion auf unter pH 5,4 eingestellt. Dabei bildet sich ein Niederschlag, der 
Fibronektin enthalt. Vorzugsweise wird der pH-Wert auf unter pH 5,3 eingestellt, noch 
bevorzugter auf unter pH 5,2. Der eingestellte pH-Wert liegt somit vorzugsweise in einem 
Bereich von pH 4,5 bis unter 5,4, bevorzugt in einem Bereich von pH 4,7 bis 5,3, 
bevorzugter in einem Bereich von pH 4,8 bis 5,2, noch bevorzugter in einem Bereich von 
pH 4,9 bis 5,1. In der Regel wird das Einstellen des pH-Werts durch Zugabe einer sauren 
Komponente erreicht. Als saure Komponente konnen verschiedene Sauren eingesetzt 
werden, beispielsweise Saizsaure, Phosphorsaure oder Essigsaure. Die saure Komponente 
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wird ubiicherweise uber einen bestimmten Zeitraum zugegeben, beispielsweise 
tropfenweise, Somit wird nach und nach ein pH-Wert im oben naher definierten Bereich 
eingestellt ("titriert"). 

Wahrend und nach dem Einstellen des pH-Werts wird die Piasmafraktion vorzugsweise in 
Bewegung gehalten oder durchmischt, beispielsweise durch Ruhren. Es ist weiterhin 
bevorzugt, dass nach Einstellen des pH-Werts die Piasmafraktion fur einen bestimmten 
Zeitraum welter durchmischt wird (z.B. durch Ruhren), im allgemeinen fur wenigstens 10 
Minuten, vorzugsweise fur wenigstens 20 Minuten, am bevorzugtesten fur einen Zeitraum 
von 30 bis 90 Minuten. In diesem Zeitraum bilden sich klebrige Aggregate, die zu einem 
erheblichen Anteil Fibronektin erhalten. Daher ist es gemafi einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform vorgesehen, dass ein geeigneter Ruhrer, z.B. ein Anker- oder 
Paddelruhrer eingesetzt wird, an dessen Ruhrblatt sich der Niederschlag anheftet. Das 
prazipitierte Fibronektin kann somit leicht der Losung entzogen werden. 

Die pH-Fallung zur Abtrennung von Fibronektin kann in einem breiten Temperaturspektrum 
durchgefuhrt werden, z.B. von ca. rc bis ca. 37°C. Bevorzugte Temperaturbereiche sind 4 
bis 35°C, bevorzugter 10 bis 30°C, am bevorzugtesten wird das Verfahren bei 20 bis 25°C 
durchgefuhrt. 

Durch die pH-Faiiung zur Abtrennung von Fibronektin aus Plasmafraktionen kann die 
Konzentration an Fibronektin in der Piasmafraktion um wenigstens 50% verringert werden. 
Vorzugsweise wird die Konzentration an Fibronektin in der Piasmafraktion um 70 bis 99%, 
bevorzugter um 80 bis 99%, am bevorzugtesten um 90 bis 98% oder um 95 bis 98% 
verringert. In einer besonderen Ausfuhrungsform liegt der Verlust an VWF in dem 
Fallungsschritt bei hochstens 50%, bevorzugt bei hochstens 40%, bevorzugter bei 
hochstens 30%, noch bevorzugter bei hochstens 20%, am bevorzugtesten bei hochstens 
10%. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine VWF enthaltende 
Zusammensetzung erhaltlich durch ein erfindungsgemalies Verfahren, wie es in dieser 
Anmeldung beschrieben ist. Vorzugsweise handelt es sich um eine im wesentlichen reine 
VWF-Praparation. "Im wesentlichen rein" bedeutet, dass die Zusammensetzung im 
wesentlichen frei von anderen Proteinen ist, insbesondere dass kein Fibronektin und kein 
Fibrinogen nachweisbar ist. 
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Durch das erfindungsgemafie Verfahren konnen spezifische Aktivitaten von >100 E pro mg 
Protein erzielt werden. Die Proteinlosung kann anschlieliend umgepuffert und lyophilisiert 
werden. Optional sind auch weitere Virusinaktivierungsschritte, wie z.B. die Inkubation des 
Lyophilisats bei 100°C fur 30 Minuten, moglich. 

Hydroxylapatit, insbesondere in seiner keramikstabilisierten Form ist aufierordentlicli gut 
geeignet, urn Prozesse im Industriemalistab durchzufuhren. Es ist beispielsweise fur die 
Abtrennung von Fibronektin von VWF-lialtigen Plasmafraktionen wesentlioli 
kosteneffektiver und reproduzierbarer einzusetzen, als z.B. Gelatine-Sepharose oder 
andere Affinitatscinromatographie-iVledien. Aufgrund seiner Trenneigensclnaften bietet 
Hydroxylapatit eine bessere Auflosung als die vielfach beschriebenen lonenaustausch- 
chromatographiemedien. Bei dem Hydroxylapatit-Reinigungsverfahren mussen den Puffern 
weder Calcium noch Aminosauren zugesetzt werden. 

Da Hydroxylapatit wesentlich hohere Flussraten und langere Standzeiten als haufig 
verwendete Affinitatschromatographie-Medien zulasst, wird mit diesem Verfahren ein 
auR)erst wirtschaftliches Herstellverfahren fur ein hochreines VWF-Praparat zur Verfugung 
gestellt. Die hervorragende Sanitisierbarkeit des Materials mit z.B. 1 M NaOH fuhrt daruber 
hinaus zu einer optimalen Produktsicherheit. 

Die verschiedenen in dieser Anmeldung beschriebenen Ausfuhrungsformen konnen 
miteinander kombiniert werden. 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher. 

Beispiel 1: Reinigung einer VWF-haltigen Plasmafraktion mittels Hydroxylapatit- 
Durchlaufchromatographie 

Die VWF-haltige Proteinlosung durchlief folgende Vorreinigungsstufen, wie sie, z.B. in WO 
9315105 A1 beschrieben sind: Eine Kryoprazipitat-Losung wurde einer Aluminiumhydroxid- 
Fallung unterzogen. Anschliefiend wurde eine Virusinaktivierung mittels S/D-Behandlung 
durchgefuhrt. Bei der folgenden Anionenaustauschchromatographie fiel eine VWF-haltige 
Waschfraktion an. die vor allem mit Fibrinogen und Fibronektin verunreinigt war. Die 
Proteinlosung wurde durch Titration auf pH 5.2 einem Fallungsschritt unterzogen, bei dem 
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ein grofier Teil des Fibronektins und Fibrinogens entfernt wurde. Anschliedend wurde eine 
Ultra- und Diafiltration durchgefuhrt, wobei die Proteinlosung ca. 7-fach ankonzentriert und 
gegen den Laufpuffer der folgenden Chromatograpliie diafiltriert wurde. Die so erhaltene 
Proteinlosung enthielt ca. 930 pg/ml VWF-Antigen, 270 pg/ml Fibrinogen-Antigen und 2400 
Mg/ml Fibronektin-Antigen. Die Proteinlosung wurde auf eine in 10 mM Na-Phosphat pH 7,0 
equilibrierte Hydroxylapatit-Saule (CHT Typ 1, Bio-Rad, IVlunchen, Deutschland) 
aufgetragen. Die Durchlauffraktion enthielt ca. 560 |jg/ml VWF-Antigen, 5 pg/ml Fibrinogen- 
Antigen und 50 pg/ml Fibronektin-Antigen. Die Massenbilanz ergibt eine Schrittausbeute 
von 78% fur das VWF-Antigen. Aufgrund der sehr guten Reinigungseffektivitat ist die 
Ausbeute als hervorragend anzusehen. 

Tabelle 2: Reinigung einer VWF-haltigen Plasmafraktion mittels Hydroxy la patit- 



Durchlaufchromatographie 





VWF-Antigen 


Fibrinogen- 
Antigen 


Fibronektin- 
Antigen 


Ausbeute 


Ausgang 


930 pg/ml 


270 |jg/ml 


2400 pg/mi 




Durchlauffraktion 


560 pg/ml 


5 |jg/ml 


50 pg/ml 


78% 



Die Konzentration an VWF-Antigen wurde mit Hilfe des STA® Compact der Firma 
Diagnostica Stago (Roche Diagnostics, Mannheim) und deren Test-Reagenzien (STA LIA 
vWF) bestimmt. 

Fur die Bestimmung der Menge an Fibrinogen-Antigen und Fibronektin-Antigen wurden 
nephelometrische Methoden zur quantitativen Bestimmung der Fibrinogen-Antigen- und 
Fibrinogen-Antigen-Konzentration im Beckman-Array® 360 (Beckman Coulter, Monheim) 
verwendet. 

Beispiel 2: Feinreinigung unter Verwendung einer bindenden Hydroxylapatit- 
Chromatographie 

Eine nach der in Beispiel 1 hergestellten Proteinlosung wurde zur weiteren Aufreinigung auf 
pH 6,0 titriert. AnschlleBend wurde die Losung auf eine Hydroxylapatit-Saule (CHT Typ 1, 
Bio-Rad, Munchen, Deutschland) aufgetragen, die im Laufpuffer (20 mM Natriumphosphat 
pH 6,0) equilibriert worden war. Der VWF wurde quantitativ gebunden. Eine erste Elution 
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wurde mit 230 mM Natriumphosphat pH 6.0 durchgefuhrt. die zweite mit 400 mM 
Natriumphosphat pH 6.0. Die aufgetragene Proteinlosung enthielt 540 pg/ml VWF-Antigen, 
4 pg/ml Fibrinogen und 48 pg/ml Fibronektin. Die erste Elutionsfraktion entliielt 38 pg/ml 
VWF-Antigen. 2 pg/ml Fibronektin-Antigen. Die Fibrinogen-Antigen-Konzentration lag 
unterhalb des Detektionslimits von 1 pg/ml Die Wertfraktion (2, Elutionsfraktion) wies eine 
VWF-Antigen-Konzentration von 173 pg/ml auf. Weder Fibrinogen-Antlgen, noch 
Fibronektin-Antigen konnte detektiert werde. Die VWF-Aktivitat betrug 23 E/ml, die 
Gesamtproteinkonzentration (ODzsonm) 0,23 mg/ml. Es wurde eine spezifische Aktivitat von 
100 E / mg Protein erzielt. 

Tabelle 3: Feinreinigung unter Verwendung einer bindenden Hydroxylapatit-Chromato- 
graphie 





VWF- 


Fibrinogen- 


Fibronektin- 


Spezifische 




Antigen 


Antigen 


Antigen 


Aktivitat 


Ausgang 


540 (jg/ml 


4 pg/ml 


48 pg/ml 


56 E/mg 


Elutionsfraktion 1 


38 pg/ml 


n.d. 


2 pg/ml 


12 E/mg 


Elutionsfraktion 2 


173 Mg/ml 


n.d. 


n.d. 


1 00 E/mg 





Die VWF-Aktivitat wurde als Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat uber Plattchenagglutination mit 
dem BCT®-Anaiyser (Behring Coagulation Timer, Dade Behring, Schwalbach) bestimmt. 

Die Proteinbestimmung wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (A=£'G'd) 
durchgefuhrt, wobei 

A=Absorption bei 280 nm 

£=Absorptionskoeffizient (hier theoretischer Absorptionskoeffizient 0.75 cm^/mg) 
c=Proteinkonzentration in mg/ml 
d=Schichtdicke in cm. 
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Biotest AG 
Anspruche: 

1. Verfahren zur Aufreinigung von VWF, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens 
eine Hydroxylapatit-Chromatographie durchgefuhrt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 

(i) eine Zusammensetzung, die VWF und ein oder mehrere verunrelnigende 
Proteine enthalt, mit einer Hydroxylapatit-iVlatrix in Kontakt gebracht wird, so 
dass wenigstens ein verunreinigendes Protein an die Hydroxylapatit-Matrix 
gebunden wird, wahrend VWF im wesentiichen nicht an die Hydroxylapatit- 
IVIatrix gebunden wird, und gegebenenfalls 

(il) ungebundenes VWF von der Hydroxylapatit-IVIatrix getrennt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass VWF sich im 
Durchlauf befindet und wenigstens ein verunreinigendes Protein an das Hydroxylapatit 
gebunden wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
verunreinigende Protein Fibronektin oder Fibrinogen ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Hydroxylapatit-Chromatographie bei einem pH-Wert von 6,5 bis 8,0, vorzugsweise von 6,8 
bis 7,5 durchgefuhrt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Laufpuffer eine Losung enthaltend Natriumphosphat und/oder Kaliumphosphat verwendet 
wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass VWF an die 
Hydroxylapatit-Matrix gebunden wird und anschliefiend eluiert wird. 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) VWF an die Hydroxylapatit-Matrix gebunden wird, 

(b) Verunreinigungen herausgewaschen werden und 

(c) anschliedend die VWF-haltige Wertfraktion bei hoherer Salzkonzentration 
eluiert wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet dass in Schritt (a) eine 
Zusammensetzung, die VWF, ein oder mehrere verunreinigende Proteine und 1 bis 
200 mM, vorzugsweise 1 bis 50 mlVl Natrium- und/oder Kaliumphosphat enthalt, mit der 
Hydroxylapatit-iVlatrix in Kontakt gebracht wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt (b) die 
Hydroxylapatit-Matrix mit einem Puffer enthaltend 100 bis 300 mlVl, vorzugsweise 150 bis 
250 mM Natrium- und/oder Kaliumphosphat gewaschen wird, 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass in 
Schritt (c) die VWF-haltige Wertfraktion mit einem Puffer, der 200 bis 500 mM, 
vorzugsweise 250 bis 400 mM Natrium- und/oder Kaliumphosphat enthalt, eluiert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Hydroxylapatit-Chromatographie bei einem pH-Wert von 5 bis 7,5, vorzugsweise von 5,5 bis 
unter 6,8 durchgefuhrt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass 
zunachst eine Durchlaufchromatographie mit Hydroxy lapatit durchgefuhrt wird, wobei VWF 
nicht an die Hydroxylapatit-Matrix bindet, und anschliefiend die Durchlauffraktion unter 
bindenden Bedingungen rechromatographiert und die VWF-Fraktion eluiert wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Ausgangsmaterial eine vorgereinigte Plasmafraktion verwendet wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Ausgangsmaterial eine welter aufgereinigte Kryoprazipitat-Losung verwendet wird. 
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16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Ausgangsmaterial eine mit Aluminiumhydroxid gefallte Kryoprazipitat-Losung verwendet 
wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Ausgangsmaterial eine chromatographisch vorgereinigte Aluminiumhydroxid-gefallte 
Kryoprazipitat-Losung verwendet wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass vor 
der Hydroxylapatit-Chromatographie eine pH-Fallung zur Abtrennung von Fibronektin 
durchgefiihrt wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Ausgangsmaterial eine VWF-haltige Proteinlosung aus Zellkulturuberstanden verwendet 
wird. 

20. Verwendung von Hydroxylapatit zur Aufreinigung von VWF. 

21 . VWF enthaltende Zusammensetzung erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der 
Anspruche 1 bis 19. 

22. Zusammensetzung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass es eine 
gereinigte VWF-Praparation ist. 
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Biotest AG 

Zusammenfassunq 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines von Willebrand Faktor-Praparates. 
wobei Hydroxylapatit als Chromatographie-Medium verwendet wird. 



